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岡谷 語   覧
4P1s；f・urproteaseinhibitors（chymostatin，1eupeptin，antipain，
      pepstatinA）．
AOx；  acy1－CoA ox i dase－
Bicine；〃，〃一bis（2－hydroxyethyl）91ycine．
BPB；br㎝ophenolblue－
BS＾；  bov i ne serum a l bum i n．
CBB；  coomassie bri I1iant bl ue．
CCCP； carbony1cyanide一〃一。hloropheny1hydrazone－
C12Eg；P・ly・・y・thyl…9－1…y1・th・・一





DMSO； d imethyl sul foxide．
DTT；  d ith iothreitoI．
FBS；  feta1 bovi ne serum．
・一1－D；  I1yd ratase－dehyd rogenase－
HEPES；〃一（2－hydroxyethyl）Piperazine一〃㌧（2－ethanesulfonicacid）．
…G－CoA；3－hydroxy－3－methylglutary1－Co＾．






































peroxisome prol i ferator－activated receptor．

















第1章 序  論















   真核細胞の模式図をScheme1－1に示す。
Scheme1－1．P◎ssible panicipati◎n◎f ATPases in substrate
    and pr◎tein trans1◎cati◎n in rat liver per◎xis◎mes
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   3α，7α，12α一trihydroxy－5β一。ho1estanoic acid（THCA）、3α，7α一













































   我々はペルオキシソーム膜上にNEM感受性および非感受性の少なくとも
2種のATPasesが存在することを明らかにした（1，2）。一方、70kDaペルオキシ








   単離あるいはホモジネート中のペルオキシソームはDe Duveらによるそ
の発見の当初からSuCroSeなど低分子に対し非特異的に透過性であることが示




















































fami1y（＾Tpases associated with diversecellu1ar activities）と呼ぶこと
を提唱している（129）、




























   以上の酵母ペルオキシソーム欠損因子あるいはヒト遺伝病に関する諸知
見をTab1e1－3とScheme1－2にまとめて示した。
   ペルオキシソームタンパク誘導機構に関しては、分子量約50kDaのZinc
finger motifを持つperoxis㎝e proliferator－activated receptor（PP＾R）が同
定され（141，142）、retinoid X receptor一α（RXRα）とヘテロ2量体を形成し、






導されるP－4501VA1により、1ong chain fatty acidのω一酸化により生成する
10ng chain dicarboxy1ic acidがPPARの内因性リガンドとして推定された
（146）［Sch㎝e1－31、、


















   アシルーCoAオキシダーゼ、三頭酵素
   3一ケトアシルーCoAチオラーゼ
3．プラスマローゲン型工一デルリン脂質の生合成
   ジヒドロキシアセトンリン酸 アシルトランスフェラーゼ
   アルキルージヒドロキシアセトンリン酸シンテターゼ
4．アミノ基転移反応および酸化反応
   アラニン：グリオキシル酸アミノトランスフェラーゼ
   （別名セリン：ピルビン酸アミノトランスフェラーゼ）
   D一アミノ酸オキシダーゼ
5．プリンの代謝





Enzyme          Subunit（kDa） Amino acidsTargeting ignal




75     661
79     722
41     398
D－Amino acid oxidase      39      347
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    in human and yeast ce11s


















Scheme1－3．Biogenesis and induction of peroxisomes
  Peroxisome proliferator
   ↓
 r－Cl・fib・・t・bi・di・gPr・t・i・［・炉…■i・140kD・（HSP72h・m・dim・「）】
 I ↓     （ホスフォリパーゼCの関与、特定タンパクのリン酸化）
 I P－4501VA1induction l r
 1  ◇
 l Di…b・・yli…id
 ■ ↓
 l Peroxisome proliferator activated receptor（PPARα）
 1    【50kDa having zinc finger motif】
 L今↓←R・ti・・idX・…pt・・（RXRα）←9一・1・一r・ti・・i…id
   Heterodimer
   ↓
   Peroxisome proliferator responce element（PPRE）
   ↓
  Acy1－CoAoxidaseinduction（enhancementofmRNAtranscription）
   ↓ a）Down－regulation of endop1asmic protein，BiP／GRP78
     1ncreaseof EF2and its phosphory1ation
   ↓ b）PAS1，PAS5and PAY4（cytoso1ic ATP－binding protein），PAS2and
     PAS4（ubiquitin－conjugating protein），PAS2，PAS3，PER3，PER8and PAY2
     （membrane protein），PAS8and PAS10（TPR family；PTS1binding protein），
     PAS7and PEB1（WD repeat family；PTS2binding protein），and
     PER1（matrix protein）in yeast
   ↓ c）PAF1，PMP70（Zellweger syndrome），PMP75（X－linked
     adrenoleukodystrophy），PMP68（regenerating1iver）and
     PXR1（TPR fami1y）in mammalia
   ↓
   Peroxisome proliferation（assembly）
   ↓
































































   さらに・ここで得られたペルオキシソーム画分を再度Nycodenz密度勾配
遠心法により分画を行うとその大部分が高密度のペルオキシソーム画分に回収
することが出来た（第4章）。







   ペルオキシソーム画分の。l ig㎝ycin－resistant＾TPaseの至適pHは7．5で
あり、いかなるpHにおいてもMg2＋要求性であった（Fig．2－2）。
2－3－2阻害剤感受性【1】















   より詳細な阻害剤感受性のF－type＾TPaseとの比較については後述する。
2－3－3局在性























   NEM感受性＾TPaseの2価カチオン要求性はMg2＋、Mn2＋、Ca2＋（それぞれ5
、。）で、その相対的活性は100：54：65であった。その他の2価カチオン（・・2＋、
Ni2＋、Cd2＋、Zn2＋、Cu2＋およびF，2＋）はいずれも17％以下であり、かつMg2＋依





















   ペルオキシソーム＾TPaseは前述の如く、F－type＾TPase阻害剤の
。1igomycinに耐性である（EtOH濃度1％以下）∩しかし、15％EtOH存在下
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Legends to Figures．
Fig．2－1，  Distribution profi1e of ATPase and marker enzymes in Nycodenz
gradients，Thelightmitochondrial fractionsfromthe1iversofnormal and
clofibrate－induced rats were centrifuged through Nycodenz gradient，as
described in l’Materialsand Methods．I’Gradientfractionswere analyzed for
ATPase，the indicated marker enzymes，and protein．The arrowheads indicate
peaks ofρeroxisoma1distribution．ln the ATPase histograms with the inserts
（fractions1－9）with magnified scales，oligomycin－insensitive ATPase are
shown as shaded areas、
Fig．2－2，  pH profile ofperoxisomal ATPase．ATP hydro1ysis was
measured at the indicated pHs in the presence（closed symbo1s）and absence
（open symbols）of2mM MgCI2as described in■，MateriaIs and Methods・1’
Buffers：MES－Tris（▲，△），MOPS－Tris（■，□），Bicine－Tris（●，（））、
Fig．2－3．  E行ectsofinhibitors on peroxisomal ATPase．ATPase activitywas
measuredinthepresenceofO・5mMATPand2mMMgCI2asdescribed in
”Materialsand Methods’I in the presence orabsence ofthe indicated
inhibitors，and expressed asapercent ofthecontrol．The hydrophobic
inhibitors dissolved either in ethano1or DMSO were applied so that the final
concentration ofthese solvents do not exceed4％．
Fig．2－4．  Effectofproteinase Kon peroxisomal ATPaseactivity．Freshly
isolated peroxisomes were incubated with proteinase K atびC for indicated
periodsasdescribed in・IMaterialsand Methods、”Thetotal（●，（））and NEM－
resistant（▲，△）ATPase activities in the presence and absence of proteinase
K are shown as closed and open symbo1s，respectiveIγ
Fig．2－5．  κ市va1ues for ATP of NEM－sensitive and NEM－resistant
ATP・・…ATP・・…ti・ityw・・m・・・…di・th・p・・・・・…f1OmMMgC12
andinthepresenceorabsenceof1mMNEM．NEM－sensitiveATPasewas
assessed as the difference between the activities in the absence（total activity）
and the presence of NEM（NEM－resistant activity）．lnserts show Lineweaver－
Burk plots．
Fig・2－6・  Requirements and effects of diva1ent cations of the two types of
ρeroxisomal ATPase．NEM－sensitive and NEM－resistant ATPase activities
we「e measured asdescribed in”Materialsand Methods，I’exceptthat5and2
mMoftheindicated divalentcationswereaddedtotheincubation medium，
r・・p・・ti・・lyTh・・行・・t・fth…ti・・…Mg2＋一d・p・・d・・tATP・・…ti・ity
were a1so determined．Divalent cations were added as the sulfate sa1ts．
ControlATPaseactivitieswere3．03and1，75munits！mgprotein，respectively一
Fig．2－7．  Requirements for anions（A）and monovalent cations（B）ofthe
twotypesofperoxisoma1ATPase．NEM－sensitive and NEM－resistant activities
were measured asdescribed in IlMateria1sand Methods，’，in the presence of
O．1Mofindicated anions（sodium sa1ts）（A）ormonova1ent cations（chloride
salts）（B）using HEPES－TMAH buffer，pH7．5．Control NEM－sensitive and－
resistant activities were4．92and O．65（NaC1for anion），and5．06and O．73
munits／mg protein（KC1for cation），respective1γ
Fig2－8．   Nucleotide specificity of two types peroxisoma1nuc1eoside
triphosphatase，NEM－sensitive and NEM－resistant hydro1ytic activities were
measured asdescribed in IlMateria1sand Methods，I’using5and O．5mM
nuc1eotide as he ubstrate，respectively．Control（ATP）hydrolハic activities
were3．51and1．22munits／mg protein for NEM－sensitive and NEM－resistant
activities，respective1y一
Fig－2－9．   E行ect of inhibitor in the presence of high concentration of
ethano1．The ATPase activity was determined as described under”Materia1s
and Methods，II afterpre－incubation of peroxisomes（6μg／assay，⊂））and
submitochond ial particles（SMP；O．15μg protein／assay，△）with the inhibitors
inthep esen eof15％ethanolfor5min at3びC．
Fig．2－10．  Effectsofse1ected inhibitors on peroxisomal NEM－sensitive，
NEM－resistant and SMP ATPases．Afterincubating peroxisomes at30℃for5
minwith each inhibitorinthepresenceorabsenceof1mMNEM．Theassay
wass artedbyadding5andO．5mMATRrespective1y，fortheNEM－sensitive
（（二））and resistant（●）ATPasesasdescribed in”Materia1sand Methods．II The
e行ects of inhibitors on the ATPase activity of submitochondria1partic1es（△）
were measured underthesamecondition asthose used forNEM－resistant
per xisomal ATPase．DCCD and TBTwere added in1％ethanol，quercetin in
1％DMSO，and DlDS and NBD－Cl in4％DMSO，respective1y。
Fig．2－11．  Gel iltration profi1e oftwotypesof peroxisomal ATPase on TSK
G4000SWxl．Solubi1ized peroxisomal membranes（1．15mg protein，about
32％of recoveryofperoxisomal ATPase）were app1ied totwo successive
columnsand elutedwith20mMTris－HCl（pH7．4）containing1mMDπ，0．5
一26一 一27一
mM EGTA，10％91ycerol，8μ9／ml of aso1ectin liposomesl O・02％C12Egl and
O．2MNaCl and e1uted asO．5m1fractions．ATPaseand proteinwere
determined as described under，IMateria1s and Methods．’I The recovery of
ATPaseactivitythrough thegel fi1tration was a1mostquantitative．Total（口），
NEM－sensitive（●），NEM－resistant（△）ATPase activities，and protein（O）are
shown．The arrowheads indicated the mo1ecu1ar weight standards．
Fig．2－12． PartialpurificationofperoxisomalATPasesonEcono－PacQion－
exchange FPLC．Clofibrate－induced peroxisomes were so1ubilized with
C12EgandpurifiedpartiaIlybyEcono－PacQcoIumnlwhichelutedbyNaCI
gradient as shown（line）．lndicated fractions were used in the next step of gel
filtration．Total（O），NEM－sensitive（口），NEM－resistant（■）ATPase activities，
and protein（△）are shownl
Fig．2－13． Paけia1purification of peroxisomal ATPaseson TSK G4000SWxl
ge1fi1tration FPLC．Paけial purified ATPase by ion－exchange FPLC，was
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 Fig■2－9．Effect of inhibitor on
ATPase activity in the presence of
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1＝ig．2－11．Ge1filtration profi1e of two types of
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   2δ      30   35       Elution volume（ml）
 Total 一一口一       Eluent120mM Tris－HCl，pH7．4，containing1mM DTT，NEM’・・nsitive＋0．5mMEGTA，1O％91y・・r・1，8μ9／ml…1・・ti・，

































Pa行ial purification of peroxisomal ATPases
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Fig．3－1．  Effectof proteinase Kon peroxisomal ATPase activity and
PMP70．Freshly iso1ated peroxisomes were incubated with proteinase K at O
℃forthe indicated periods asdescribed in I’Materials and Method．’I（A）
ATPaseactivity1Total（口），NEM－sensitive（○），and NEM－resistant（△）．（B）
10％SDS－PAGEl After electrophoresis，gels were stained for proteins with
Coomassie Brilliant Blue。（C）lmmunob1ot11mmunob1otting was peげ。rmed
with anti－PMP7019G as described in■’Materials and Methods．II
Fig．3－2，  Behavior of PMP70on immunoprecipitation with anti－PMP70
19G．Solubi1ized peroxisomes were immunoprecipitated as described in Table
3－1．Lanes1and2，norma11gG；1anes3and4，anti－PMP7019G；Lanes1and
3，immunoprecipitated pellets；1anes2and4，supematants．Thefilled and
open arrowheads indicatetheposition ofPMP70and immunoglobu1in heavy
chain，respectively．
Table3－1． Behavior of peroxisomal ATPase activity in immunoprecipitation．
So1ubi1ized peroxisomes（50μ1，240μg protein）were immunoprecipitated
with5mg of protein A－Sepharose，400μg of histone as a carrier protein，and
either anti－PMP70or norma11gG（44μg protein）at4℃for2h，ATPase
activities of the supematants and the pe11ets were determined as described in
’IMaterials and Methods．I’The solubilized peroxisomes showed specific
ATPase activity of0，826munits！mg protein．The data represent the mean±
SD oftriplicate experiments．
Fig．3－3－  ATPaseactivityand PMP70on native（A）and two－dimensional
PAGE（B）of C12Eg－solubilized peroxisomes・After native and2D－pAGE，
ATPaseactivitystaining（a），silver staining（c），and immunoblotting with anti－
PMP70antiserum（b，d）were peけ。rmed asdescribed in’IMaterialsand
Methods．’I The open and closed arrowheads indicate the positions of
ATPases and PMP70，respectiveIy．
Fig・3－4．  Gel filtration profile of solubilized peroxisoma1ATPaseson
Superose6prep HR16150，So1ubilized peroxisomes（15，1mg of protein）
were applied tothe column and e1uted with20mM Tris－HCl（pH7．4）
containing1mMDπ，O．5mMEGTA，10％g1ycero1，8μg！m1ofaso1ectin
liposomesl O・02％C12Egl and O・2M NaCl・Fractions of1ml were co11ected．
Tota1（口），NEM－sensitive（○），and NEM－resistant（△）ATPases，protein（●），
andPMP70（X）weredeterminedasdescribedunder”Materialsand
Methods．I’The arrowheads indicate the molecu1ar weight standards．
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Table3－1．Behavior of peroxisomal ATPase
    activity in immunoprecipitation
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   無機ピロリン酸（PPi）は生体内で高分子物質、例えばD N A，R N A、
タンパク生合成の際に生成する。脂質代謝においてはacy1－Co＾1igase反応に
よっても生成される。
   Monomer＋NTP÷Po1ymer＋NMP＋PPl






















































   ペルオキシソームを超音波処理後、遠心するとPPase活性の89．9％が上
清に回収でき、大部分のPPaseがペルオキシソーム内部マトリックスに存在す
ることが示唆された。














































































Fig．4－1．   Distribution profiles of PPase（a），cata1ase（b），ATPase（c），
cytochrome coxidase（d），esterase（e），and protein（f）in the first（A）and
second（B）Nycodenz gradients．The light mitochondrial fractions from the
1ivers of norma1and clofibrate－induced rats（2heads each）were centrifuged
through the first Nycodenz gradient，and then the peroxisoma1fractions were
recentrifuged through the second Nycodenz gradient as described under
lIMaterials and Methods．Il The ordinate shows the enzyme concentration
relative to the concentration corresponding to a uniform distribution
throughout the gradient，as reported（219）．The distributions PPase from
normal and c1ofibrate－induced rat liver are shown as shaded and open areas，
respectively The oligomycin－sensitive and oligomycin－resistant ATPases are
shown as open and shaded areas，respectively
Tab1e4－1． Enzymatic activities of peroxisomal and mitochondria－rich
fractions of1iver from c1ofibrate－administered rats．Enzymatic activities in
Nycodenz gradient fractions（Fig．4－1）of clofibrate－induced rat liver were
determined as described under I’Materials and Methods．”The activities are
expressed as munits！mg protein except for catalase（B．U．1mg protein）．The
percent distribution values are those relative to the total activity throughout the
Nycodenz gradient．
Fig．4－2．  pH profi1e ofrat1iver peroxisoma1PPase．PPi hydro1ysis was
measured at the indicated pHs in the presence（c1osed symbo1s）and absence
（open symboIs）of2mM MgCI21as described under’IMateria■s and Methods・lI
MES－Tris（●，O），MOPS－Tris（▲，△），Bicine－Tris（■，□）．
Fig・4－3・  Effectsofthe PPi（A）and MgC12（B）concentrations on
peroxisoma■PPase activity．PPase activitywas measured in thepresence of2
mMMgC12（A）andO・5mMPPi（B），respective1y TheinsetsinAand Bshowa
Lineweaver－Burk p1ot and a Hill plot，respectively．








Fig．4－5．  Hydrolytic activityofperoxisomestoward PPi and other
phosphorous compounds．The hydro1州。 activitiesofa peroxisomal
uspension（A）and a sonicated supernatant of peroxisomes（B）were
measuredasdescribed under’’Materialsand Methods，I’withO．5mMofthe
substrates．The control（PPi）hydro1ytic activities were1O．4and14．7
mun ts／mg protein，respectively．The abbreviations used are：pNPRρ一
nitroph ny1phosphate；G6R glucose－6－phosphate；TPR thiamine
pyrophosph te．
Fig．4－6．  Effectsof inhibitors on the peroxisomal PPase，The peroxisomal
PPase activitywas measured asdescribed under”Materia1sand MethodsI’in
t e p esence or absence of the indicated inhibitors，and expressed as a
percentage of the contro1（21．6munits／mg protein）．A，PCMPS（open）and
HgC12（closed）；Bl NEM；Cl NaF；D；DCCD・The inhibitors other than NaF
were pre－incubated with the peroxisomes for1O min at3びC．The
hydrophobic inhibitors，DCCD and PCMPS，weredisso1ved inethano1and
DMSO，respectively，and applied so thatthe fina1concentration did not exceed
1％．
一56一 一57一
  Fig．4－1．Distribution profi1es of PPase（a），
catalase（b），ATPase（c），cytochrome c oxidase（d），
 esterase（e），and protein（f）in the first（A）and
    second（B）Nycodenz gradients
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Tab1e4－1．Enzymatic activities of peroxisoma1and mitochondria－
  rich fractions of liver from clofibrate－administered rats
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Fig．4－5．1・lydro1ytic activity of peroxisomes toward
 PPi and other phosphor◎us compounds
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いる（96）。この7ηγけro acyl－CoA oxidase import系を用い、第2章に記した
ペルオキシソーム＾TPasesの関与があるかどうか検討した、、



































































   用いたacy1－Co＾oxidaseのC末端配列とマイクロインジェクション法の
模式図をFig．5－7に示した。
5－3－1蛍光抗体法によるCHO細胞ペルオキシソームの検出







































































   Hole cel lレベルのHSA－SKLマイクロインジェクション法での結果は、そ
のペルオキシソームヘの局在化はNEM，TBT，ST＾で阻害され、1ηyけro acyl－
CoA oxidase import実験の結果と考えあわせ、＜1＞ce11free acy1－CoA
oxidaseの移送反応がNEMにより阻害されないことより、NEM感受性＾TPaseは関














ム異常症であるZel lweger，X－l inked adreno1eukodystrophy症で極長鎖脂肪
酸、胆汁酸中間代謝物の蓄積が認められることより推定される。






























Fig．5－2－  Temperature and ATP dependence of acyl－CoA oxidase import
into rat Iiver peroxisomes∫η、！伽。，The import assay was carried out at2ぴC or
ぴCfor60min．1nlanes1～12，thece11freetranslation productswereimported
into peroxisomes with ATP and ATP－regenerating system．1n1anes13～15，
translation products were preincubated with apyrase（14U！ml）at26℃for
1Omin for the dep1etion of ATP．1％EtOH was added in1anes7～9and1％
DMSO was added in lanes1O～12．ln1anes3，6，9，12，15，the import mixtures
were treated with1％Triton X－100prior to proteinase K（2μg／m1）digestion．ln
1anes2，5，8，11，14，the importmixturesweretreated with proteinase Kalone，
Afterthe incubation the peroxisomes were re－isolated by flash－centrifugation，
subjected to8－12％SDS－PAGEand imaging ana1yzer，BAS1OO，asdescribed
in “Materials and Methods．”
H－D；peroxisomal bifunctiona1hydratase－dehydrogenase．
AOx；peroxisomal acy1－CoA oxidase．
Fig．5－3－  Time－course ofacyl－CoA oxidase imρort into rat liver
peroxisomes’ηγπm．Proteinase K－resistant radioactivities were determined
byimaging ana1yzer，BAS1OO．Theordinate showsthe radioactivity in arbitrary
units．closed circles，ATP（十）；incubated with ATP and ATP－regenerating
system．open circles，ATP（一）；preincubated with14u！ml apyrase at2ぴC for
1Omin and incubated without ATP and ATP－regenerating system．
Fig．5－4．  Effectof DCCD on acyl－CoA oxidase impoけinto peroxisomes．
The import assay was carried out as shown in Fig．5－2．ln1anes1～3，1％EtOH
was added alone as vehic1e．
Fig．5－5，  EffectofSTA and quercetin on acyl－CoA oxidase import into
peroxisomes．The import assaywas carried outasshown in Fig．5－2．
Silicotungstic acid was added as the SEH solution．Quercetin was added by
the aid of1％DMSO．The ordinates show the radioactivity is expressed as
percent of contro1（SEH or1％DMSO）．
Fig，5－6．  Effectof NEM on acyl－CoA oxidase impo巾nto peroxisomes．
Theimportassaywascarried outasshown in Fig．5－2．ln lanes4～6and7～
9，theassaymixtureswereadded2．2mMand3．1mMNEM，respectively．ln
■anes13～15and16～18，peroxisomes were pre－incubated with1OOμM and
一72一
1mMNEMat3ぴCfor5minandNEMwasquenchedwith1mMDTT．
Fig．5－8．  1mmunofluorescense microscopybyanti－peroxisome，anti－PMR
and anti－PMP70antiserum in CHO cells．The CHO ce11s were fixed with4％
paraforma1dehyde，treated with O．2％Triton X－100，and b1ocked with5％skim
milk for indirect immunof1uorescence analysis，Ce11s firstincubated with rabbit
antiserum against rat1iver peroxisome，Peroxisomal membrane protein（PMP），
and70kDa peroxisomal membrane protein（PMP70），respectively and in the
second step with goat anti－rabbit antibodies coup1ed with FlTC．To analyze
whether the punctate staining represented peroxisoma11ocation，the
coverslips were mounted on microscope slides using mounting fluid
con a ing O．1％p－pheny1enediamine，as described in”Materia1s and
Met ods．・I
Fig．5－9．  Microinjected HSA－SKL impoけinto peroxisomesofCHOcells．
HSA－SKL and HSA were microinjected respectively into CHOce11s and its
1ocalization was analyzed after incubating the ce11s at3プC for4hours．The
indirect immunof1uorescence staining wascarried outusing rabbit anti－HSA
antiS rum、
Fig，5－10．  E行ectof NEM，TBT，STA，and o1igomycin on HSA－SKL import
into peroxisomes of CHO ce11s．The inhibitors were microinjected
simultaneously with HSA－SKL into CHO ce11s．NEM，STA，and TBTwere used
at the concentration of O．2mM，and oligomycin was used of40μg！ml．After the
incubation ofthece11s，the immunof1uorescence staining wascarried outas
shown in Fig．5－9．
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Fig・5－a Time－course of acy1－CoA
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  into peroxisomes of Cl・1O ce11s
















































acyl－CoA oxidase import系とHS＾一SKL（peroxis㎝e targeting signa11である
acyl－Co＾oxidaseのC末端SKL配列を結合させたヒト血清アルブミン）マイクロ
インジェクション法で検討したところ、＾TPasesの関与を示唆する結果を得た。
   以上、ラット肝ペルオキシソームに少なくとも2種のATPasesが存在す
ること・それらの性質および生理機能について明らかにすることが出来た。今
後・ATPasesの分子構造の解明と蛋白移送機構の解明が期待される。













   動 物一ラット（Wistar系、雄、体重250－3009）はS LC柱より購入・
使用した。ペルオキシソームを誘導するためにはO．5％（w／w）クロフィフレー
ト含有粉末飼料（MF、オリエンタル酵母）を2週間投与した。





































   ＾TPase活性測定法一ATPase活性およびその他のnuc1eoside
triphosphatase活性測定はnucleoside triphosphateから遊離する無機リン酸
をltaya and Ui（223）によるマラカイトグリーン比色定量法を一部改良して行





















   ペルオキシソームの高濃度塩洗浄／超音波処理一ペルオキシソーム
























Gradient pump，pharmacia LKB Biotechno1ogy，Sweden）で溶出し、O．5m1ず
つ分画した。各分画のNEM感受性、非感受性ATPase活性とタンパク定量を行っ
たところ、それぞれ定量的に回収する事が出来た。
   ペルオキシソーム＾TPaseの部分精製一精製ペルオキシソーム画分10
ml（170mg Protein）を用い・膜画分を調製後・C12Eg可溶化を行った・イオン
交換カラムEcono－Pac Q2本を直列に接続し、50mlの可溶化抽出物を
Super1oop（Pharmacia LKB Biotechnology，Sweden）を使い注入し、buffer A：1
mM DTT・O・5mM EGT＾・10％91ycerol・8μ9／m1asolectin・O・02％C12Eg含




   その他の方法一タンパク定量は標準タンパクとしてbovineγ一globu1in




   動 物一ラットおよびクロフィフレート投与法は第2章のとうり。
   材 料一。lofibrate・Nycodenz・Proteinase K，C12Egは第2章のとう





   ペルオキシソームの調製およびタンパク定量一第2章のとうり。










   i㎜unoblotting一未変性（native）（227）および1O％SDS一ポリアクリルア
ミド電気泳動（PAGE）（228）ゲルは25mM TrisおよぴO．7M g1ycine中4℃、3時
間、定電流150mAで、nitrocel lulose sheet（O．1μm pore size，Schleicher
and Schue11，Germany）に転写した。この膜は、5％skim mi lkをO．05％Tween
20含有2価カチオンを含まないphosphate－buffered saline（PBS（一））（TPBS）
に加えたものでブロッキングを行った後、anti－PMP70抗血清と反応させた後、
2次抗体としてalka1ine phosphatase－conjugated goat anti－rabbit lgG
antibodyを反応させた。検出のための基質系として、5－bromo－4－ch1oro－3－
indoly1phosphate／nitro－blue tetrazoliumを用いた（229）。
   ペルオキシソームのproteinase K消化（限定分解）一策2章のとうり。
   ペルオキシソームATPaseの可溶化一第2章のとうり。



















   可溶化ペルオキシソームATPaseのゲルろ過クロマトグラフィー一ペルオ
キシソーム膜画分C12Eg可溶化画分をゲルろ過カラム（Superose6prep
HR16／50，PharmaciaLKBBiotechno1ogy，Sweden）を用い、第2章と同様の1















   動 物一ラットおよびクロフィフレート投与法は第2章のとうり、、
   材 料一。lofibrate，Nycodenzは第2章のとうり、その他の試薬は特級
あるいは入手可能な最高純度のものを用いた。















   PPase活性測定法一PPase活性はPPiから遊離する無機リン酸をマイクロ
プレートを用いて、第2章のATPase活性測定法と同様のマラカイトグリーン比
色定量法で行った。標準的assay mixture（1OOμ1／wel l）はO．2M sucrose，






   ペルオキシソームの超音波処理一可溶性マトリックス画分と膜画分に分
離する目的で、l m1のペルオキシソーム画分（18mgタンパク）を、1O mlの1










mM HEPES／KOH pH7．4）を加え、Dounce型ホモジナイサー（7m1，pestle B三10
strokes，KONTES社）で充分懸濁したものを、acyトCoA oxidase移送実験に用い
た、、











   タンパク輸送条件は、import assay mixture［全容、200μ1：1Oμ1の
trans1ation product，50μ1のペルオキシソーム（約8－1Omg／ml）、100μ1の
i叩・・tb・ff・・（1・M＾TP・3・MMg（A・O）2・50・MKC1・1・MDTT，15・M
creatine phosphate，75μg／ml creatine phosphokinase；いずれもfina1濃
度）および40μ1のSEHを混合したもの］を、2ポC，1時間インキュベートした。
インキュベーション後、このi叩。rt assay mixtureを、SVEH（O．25M sucrose，























































   HSA－SKLの合成（MBS coupl ing（235））一10．O mgのHS＾（O．15μmo1es，







































   間接蛍光抗体法一マイクロインジェクションしたCHO細胞は・5％C02－
incubator中で4時間インキュベーション後、以下の間接蛍光抗体法の操作を室
温にて行う。培養液を吸引除去後、PBS（一）3 m1で3回洗浄し、4％
paraformaldehyde in PBS（一）3mlで1O min固定した。次いで、O．2％Triton
X－1OO in PBS（一）でpermeabilizeし、PBS（一）3m1でリンス後、5％Skim milk
in PBS（一）3mlで一夜、4℃ブロッキングする。PBS（一）3m1でリンス後、1OO
倍希釈一次抗体anti－HS＾antiserum in5％ skim mi1k in PBS（一）150μ1，1
時間反応する。0．2％Triton X－1OO in PBS（一）2mlで、5－1O min，5回洗浄後、
200倍希釈二次抗体f1uoresc6in con」．aff．purif．goat anti－rabbit lgG
（h…y＋1ight・h・i・・p・・ifi・，C＾PPEL）i・5％・ki・・i1ki・PBS（一）150μ1







                                    REFERE1、’CES
l． Shimizu，S．，lmanaka，T．，Takano，T．，＆0hkuma，S．（1992）lnductionand



































































                                     一97一
5070．
27．    Rachub i nsk i， R． A．， Fuj i ki， Y．， Mortensen， R． M．， ＆ Lazarow， P． B． （1984）
Acy1－CoA oxidase and hydratase－dehydrogenase，two enzymes of the peroxisoma1β一











































m tabolicbasi ofinherited disease”（Scriver，C．R．，Beaudet，A．L．，S1y，W．S．，
andVa11e，D－eds一）”cGrawHi11，NewYork，6thedition，PP．1479－1509．
4 －   Van Den Bosch， H一， Schutgens， R． B． H一， Wander， R－ J－ A一， 8I Tage r， J． M．
（1992）Biochemistryofperoxis㎝es．Annu．Rev．Biochem．61，157－197．
42．    Santos， ”． J．， l manaka， T．， Sh i o， H．， ＆ Lazarow， P． B． （1988） Perox i soma l
i ntegra l membrane prote i ns i n contro l and Ze l1weger f i brob l asts． J． B i o l－ Chem－
263（21），10502－10509．
43．    Santos， M． J．， l manaka， T．， Sh i o， H．， Sma11， G． M．， ＆ Lazarow， P． B． （1988）
Pe rox i soma1 memb rane ghosts i n Ze l1wege r synd rome： Abe rrant o rgane l1e assemb l y－
Science239（4847），1536－1538．
44・ Wanders，R－J－A一，Kos，M一，Roest，B一，Mei」er，A－J一，Schrakamp，G。，Heymans，
H． S－ A一， Tege1aa rs，W－ H－ H．， Va n De n Bosch， H一， Sch u tge ns， R． B． H一， ＆ Tage r， J－ M■
（1984）A・tivityofperoxis㎝al・nzymesandintracell・la・distributionofcata1asei・
Zellwegersyndr㎝e．Biochem－Biophys．Res．C㎝mun．123（3），1054－1061．
45．   Sch ram， A． W一， St r i」l a nd， A．， H as h i moto， T．， Wa nde rs， R． J． A．， Sch u tgens， R－
B．H一，VanDenBosch，H．，＆Tager，J．M．（1986）Biosynthesisandmaturationof
peroxisomalβ一〇xidation enzymes in fibroblasts in re1ation to the Zellweger
syndr㎝eandinfantileRefsumdisease．Proc．Nat1．＾cad．Sci．US＾83（16），6156－6158．
46． Suzuki，Y．，0rii，T．，”ori，M．，Tatibana，”．，＆Hashimoto，T．（1986）
Deficient activities and proteins of peroxisomalβ一〇xidation enzymes in infants
withZe11wegersyndr㎝e．Clin．Chim．＾cta156（2），191－196．
47． M…r，H．W一＆”・s・・，A．B．（1989）Ad・…1・uk・dy・t・・phy（X－li・k・d）．”Th・
metabo1i c bas i s of i n he r i ted d i sease” （Sc r i ve r， C． R．， Beaudet， ＾． L．， S l y， W． S．，
・・dVa11e，D．eds．）McGrawHi11，NewYork，6thedition，PP．1511－1532．
48．   Eaton， J． W． （1989） ＾cata1asem i a． ”The metabo1i c bas i s of i nhe r i tθd d i sease”
（Sc r i ve r， C． R．， Bea1」det， A． L．， S l y， W． S．， a nd Va l l e， D． eds．） McG raw H i l l， ～ew
York，6thedition，PP．1479－1509一
一99一




for fatty ac i d ox i dat ion－ B iochem－ B iophys－ Res－ Commun－ 83， 479－485．













56－   Lazo， O一， Cont re ras， ”一， Yosh i da， Y一， S i ngh， ＾． K．， Stan l ey， W．， We i se， M．，
＆Si・gh，1、（1990）C・ll・1・…id・ti…flig・・…i… idi…g・1・t・dbyth・
subcellular1ocalizationoflignoceroyl－Co＾ligases－J－LipidRes．31（4），583－595．









formation of bile acids from di－and trトhydroxy－5β一。holestanoic acid in human
liv・rperoxis㎝es・Bi・chim－Biophys．Acta877（1），37－42．
61・ C・・t・・1・，”．，S・h・p…，L．，V・・Eld…，J．，Ey・…，H．J．，＆”・・・…t・，G．

















dicarboxylic acidβ一〇xidation in rat liverl importance of peroxisomes in metabolism
ofdicarboxylicacids．Biochim．Biophys．Acta990（1），25－30．
67・ V・・h…，G・，V・・V・ldh・…，P．P一，V・・h・・tt・F．P・・…ti・・，G．，Ey・…，H．








shortening of a xenobiotic acy1compound by the peroxisomalβ一〇xidation system in
ratliver．Biochem．Pharmacol．35（24），4363－4368．
70－ Schepers，L．，Casteels，”．，Vamecq，J．，Parmentie・，G．，VanVeldhoven，P．P．，






Lehman n， W一 ＾． D．， Fah i m i， H－ D一， ＆ Ke p p1e r， D． （1991） Pe rox i soma1deg radat i o n of
一101一
1eukotrienes byβ一〇xidation from theω一end－J．Biol．Chem．266（36），24763－24772一
73－ Th㎝p…，S・L・＆K・i・…，S－K・（1985）E・id・…f・・p・…i・㎝・lhyd…yl…
activityinratliver．Biochem－Biophys．Res．C㎝mun．130（2），708－716．











ce l l s－ Proc－ 1，1at l． ＾cad． Sc i． uSA 82， 770－774．
78・ K・11・・，G・一＾・，P・・i…d・h，M．，＆K・i・…，S．K．（1986）3－Hyd…y－3一
methy191uta ry1－CoA reductase l oca l i zat i on
contro1 and cho1estyram i ne－treated an imals
i㎜unoelectronmicroscopicana1yses．J．Ce
．n rat l iver peroxi somes and m icrosomes of
＝ quant i tat i ve b i ochem i ca l and
lBiol．103（3），875－886．
79・ V・・d・・Krift，T．P一，L…i・・en，J．，Tee・li・k，T．，… H…d・・，G．P．H．，







































B i ochem． J． 92， 184－205．
92・ V・・V・ldh・・e・，P－P一，J・・t，W．W．，＆”a・・…ts，G．P．（1987）P…e・bi1ity・f


























































109．   D i es te l kotte r， P．， ＆ J ust， W． W． （1993） ！η y’tro i nse rt i on of t he 22－kD
peroxis㎝a■membraneproteinintoiso1atedratliverperoxis㎝es．J．Ce118iol．
123（6，Pt2），1717－1725．





















Sc i u S A 90（24），11782－11786．











































129．   Ku nau， W． H．， Beye r， A．， Franken， T．， Gotte， K．， ”a rz i och， M一， Sa i dowsky， J一，


















”annaerts， G． P．， ＆ Van Ve l dhoven， P． P．
of the putative human peroxisoma1 C－term
Biol．Chem．270（13），7731－7736．










adrenoleukodystrophy gene shares unexpected homo1ogywith A8C transporters． Nature
361（6414），726－730．






















146－   Ka i kaus， R． ”．， Chan， W． K．， Lysenko， N．， Ray， R．， O rt i z de ”onte l l ano， P．
R一，＆Bass，N．”一（1993）lnduction of peroxisomal fatty acidβ一〇xidation and liver








149一 ペルオキシソームに関する特集号：Bio1ogy Cel l，77（1），（1993）
150・S・b・・…i，S一（1993）P・・t・i・i・p・・ti・t・p・…i・㎝・…dbi・g・…i・・fth・
organelle・Annu－Rev．Ce11Biol．9，445－478，




                                      一108一





















































f l uo rescence． P roc． Nat l． Acad． Sc i． uSA 79． 2758－2762，























178． Ara ，K ，Shimaya，A．，Hiratani，N．，＆0hkuma，S．（1993）Purificationand
                               ＋characterizationoflysosomalH－ATPase：ananion－sensitiveV－typeATPasefr㎝rat
liver1ysos㎝es．J．Biol．Chem．268（8），5649－5660，
179． Douma，A－C一，Ve・nhuis，M．，Sult・・，G．J一，＆Harder，W一（1987）＾Proton－
trans1ocating adenosine triphosphatase is associated with the peroxisoma1membrane
ofyeasts．Arch．…crobio1，147（1），42－47，
























 189．   Fu」i k i， Y．， Fowl er， S．， Sh i o， H。， Hubbard， A． L．， ＆ Lazarow， P． B． （1982）
Polypeptideandphospholipidc㎝positionofthemembraneofratliverperoxisomes：










































































214－   Wa1ton， P－ A一， Gou1d， S－ J．， Rachub i nsk i， R． A．， ＆ Su b raman i， S． （1992）
























Tissue fractionation studies 15・lntracellular distribution and properties ofβ一〃一




                                       一114一
ATPase． Ana l． B i ochem． 169， 312－318，
225－ 8・adford，M．M．（1976）Arapidandsensitivemethodforthequ・ntitati… f
microgramquantitiesofproteinutilizingtheprincipleofprotein－dyebinding－
Ana l． 8i ochem． 72， 248－254，
226． Wehrl・，J．P．，Cintron，N．M．，＆Peder・・n，P．L．（1978）Pho・phatet・・n・p・rt
i n rat l i ver m i tochondr i a： Energy－dependent accumu1at i on of phosphate by i nverted


















m i tochondr i a l Prote i ns are d i str i buted d i fferent l y between the two fract i ons． J．
























 ｝へ1’葦鱗’  識
蛆 一早I       悌 ・蛸“
山   軌郷
